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1. Introducéo

Tradicionalmente a fermentacdo ocorre com as leveduras autéctones que ou estdo presentes
nas uvas durante a vindima ou séo introduzidas pelo equipamento na adega durante o processo
de vinificacao.

Estudos recentes indicam que as espécies predominantes nas uvas sas sao leveduras
apiculadas como Hanseniaspora uvarum (e a sua forma anamorfica Kloeckera apiculata) e
espécies oxidativas como Candida, Pichia, Kluyveromyces e Rhodotorula [1].

Contrariamente as espécies fermentativas do género Saccharomyces, sobretudo
Saccharomyces cerevisiae, em bagos sé&os, intactos e nos solos aparecem em nuUmeros
extremamente baixos enquanto que as uvas danificadas sdo uma fonte importante de S.
cerevisiae [5].

O predominio de estirpes pertencentes a esta espécie esta bem documentado na flora residente
das adegas [6-10].

A flora de leveduras presente nas uvas depende de uma vasta gama de factores tais como as
condicdes climaticas entre as quais temperatura e queda de chuva, localizagdo geografica da
vinha [4,9], aplica¢cbes de fungicidas [11] e variedade e idade da vinha [12—-14] bem como o tipo
de solo [15].

Vérios estudos de ambito ecoldgico usando métodos de identificagcdo molecular relatam uma
grande diversidade de padrdes genéticos na flora de fermentacao enoldgica. Numa certa regido
as estirpes S. cerevisiae estdo largamente distribuidas [16-19] e podem ser encontradas em
anos consecutivos [20-21] e h& ainda estirpes predominantes na flora de fermentacéo [2,22] o
gue apoia a ideia que estirpes especificas estao associadas ao conceito de “terroir”.

Algumas leveduras de arranque “starters” sao hoje largamente utilizadas uma vez que possuem
boas capacidades fermentativas e enolégicas, contribuindo para a padronizacdo do processo de
fermentacdo e aumento da qualidade do vinho. Nos anos a seguir a publicacao da sequéncia do
genoma S. cerevisiae [23] foram demonstradas substanciais diferencas genéticas entre as
estirpes de leveduras [24-26]. Por isso, a exploracdo da biodiversidade das estirpes de
fermentacdo indigenas pode dar um importante contributo para a percepcao e seleccdo de
estirpes com fenotipos especificos.

A diversidade genética das estirpes S. cerevisiae tem sido analisada através de varios métodos
tais como a analise dos cari6tipos por electroforese em gel de campo pulsado [27], analises de
restricdo mitocondrial de DNA (mtDNA RFLP) [28-31]., impressdes digitais baseadas na
repeticdo de sequéncias delta [32-33], genotipificacdo de microsatélite [34-36]. Schuller et al.
[37] mostraram recentemente que o0 tipo microsatélite usando 6 locci [36] diferentes, uma
analise de sequéncia interdelta optimizada e RFLP de DNA mitocondrial gerado pela enzima
Hinfl tinham o mesmo poder discriminatério. No presente trabalho as analises mtDNA RFLP
usando Hinfl foram aplicadas como marcador genético de diferenciagdo de estirpes S.
cerevisiae. O objectivo do presente trabalho é determinar a biodiversidade da flora de
fermentacao nas vinhas da Regiao de Vinho Verde, no sentido de definir estratégias em futuros



programas de seleccdo de estirpes. Outro objectivo é definir uma coleccdo de estirpes que
possa contribuir para a preservagéo dos recursos genéticos de S. cerevisiae.

2. Material e Métodos
2.1. Amostragem

A amostragem incluiu um total de 18 pontos em trés vinhas proximas de uma adega localizada
no noroeste de Portugal (Regido Demarcada dos Vinhos Verdes). Em cada vinha foram
definidos seis pontos de amostragem tendo em conta a geografia da vinha, a distancia entre a
adega e os pontos de amostragem variava entre 20 e 400 m, como se mostra na Fig.1. Foram
realizadas duas campanhas de amostragem antes (primeira etapa) e depois (Ultima etapa) da
vindima, com um intervalo temporal de cerca de 2 semanas, de modo a determinar a
diversidade entre as comunidades de leveduras de fermentacao no Ultimo estagio de maturacéo
das uvas e na vindima. Esta experiéncia foi repetida em trés anos consecutivos (2001-2003). As
amostras ndo foram sempre colhidas da mesma planta, mas sim da mesma area (+1-2 m). As
castas utilizadas foram Loureiro (Vinha A), Alvarinho (Vinha P) e Avesso (Vinha C), sendo todas
castas brancas usadas na Regiéo do Vinho Verde.

2.2. Fermentacéo e isolamento de estirpes

Foram assepticamente colhidas cerca de 2 Kgs de uvas de cada ponto de amostra, e 0 mosto
extraido fermentou a 20 °C em pequenos depdsitos (500 ml) com rotagdo mecéanica (20 rpm). A
evolucdo da fermentacdo foi monitorizada com determinagbes da perda didria de mosto.
Quando se observava uma reducao de70 g/L correspondendo a um consumo de cerca de 2/3
dos acucares, foram distribuidas amostras diluidas (10* e 10°) em placas com meio YPD
(extracto de levedura, 1%p/v, peptona, 1% pl/v, glucose 2% plv, agar 2%, p/v), tendo sido
recuperadas apoOs incubacdo (2 dias, 28°C) 30 colbnias aleatoriamente escolhidas. Os
isolamentos obtidos da fermentacéo foram conservados em glicerol (30%, v/v) a -80 °C) durante
0 estudo.

2.3. Isolamento de DNA

As células de leveduras foram cultivadas num meio YPD (36 h, 28 °C, 160 rpm), e o isolamento
de DNA decorreu como descrito [28] com um procedimento modificado de lise celular, usando
25 U de zymolase (SIGMA). A lise celular dependeu da estirpe e durou entre 20m e 1 h (37°C).
O DNA foi utilizado em anélises RFLP mitocondrial.

2.4. RFLP de DNA mitocondrial

As reaccbes de restricdo ocorreram como descrito [37]. As designacdes atribuidas aos
diferentes padrbes observados foram A1-A93, C1-C62, P1-P135, que correspondem aos
isolamentos obtidos das vinhas A, C e P respectivamente. As designacfes dos padrées ACP10
referem-se a uma estirpe comum a todas as vinhas e C69P77 e C42P80 foram descritas em
estirpes comuns as vinhas C e P. Os perfis dos padrdes que eram idénticos aos das leveduras
de arranque comerciais usadas nas adegas séo designados S1-S6. Uma estirpe representativa
de cada um dos 297 padrdes foi concebida e testada para uma prova de crescimento num meio
contendo lisina como a Unica fonte de azoto [38].



2.5. Métodos analiticos

A concentracdo de acUcar foi determinada pelo método dinitrosalicilico descrito anteriormente

[39].
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Fig.1. Localizacdo geografica das trés vinhas A,C e P na Regido dos Vinhos Verdes com
indicacdo das adegas e dos correspondentes locais de amostra PI-PVI, Al-AVI e CI-CVI.

3. Resultados

Neste estudo, foram acompanhadas 3 vinhas situadas na Regido dos Vinhos Verdes no
noroeste de Portugal durante as Vindimas 2001-2003 (Fig.1). De modo a obter um quadro mais
detalhado da distribuicdo temporal das leveduras de fermentacéo, realizaram-se duas recolhas
de amostras, uma antes e outra depois da vindima, com um intervalo de tempo de duas
semanas. Foram programadas um total de 108 amostras de uvas (seis pontos de amostra, duas
recolhas de amostra, trés vinhas, trés anos), das quais 54 comecaram espontaneamente a
fermentacdo, 36 ndo foram capazes de iniciar a fermentacdo ap6s 30 dias de incubagéo,
enquanto que 18 nao foram recolhidas devido a mas condi¢cdes climatéricas e mau estado
sanitario das uvas em 2002. Das 54 fermentacfes isolaram-se 1620 leveduras. Todos os



organismos isolados foram analisados pelo seu mtDNA RFLP (Hilfl) e um perfil de padrao foi
atribuido a cada caso isolado, resultando um total de 297 perfis diferentes.

A contagem total das leveduras (ufc em meio YDP) variou entre 1.0 x 106 8.0 x 107 ufc/ml
mosto, correspondendo a valores genericamente descritos para a fermentacdo de mostos.
Todos os microrganismos isolados pertenciam a espécie S. cerevisiae devido a sua
incapacidade para crescer num meio contendo lisina como Unica fonte de azoto e a sua
capacidade de amplificar 6 locci microsatélites especificos. Nenhum ou apenas 1 loci foi
amplificado noutra espécie de Saccharomyces presente no vinho como a S. paradoxus e
S. bayanus respectivamente. N&o foi observada nenhuma amplificacdo nas espécies que estédo
presentes geralmente no primeiro estagio de fermentacao, tal como a Candida stellata, Pichia
membranifaciens e Kloeckera apiculata (ndo mostradas).

Os resultados de mtDNA RFLP para os 1620 casos isolados estao resumidos no Quadro 1. Do
total de 450 casos isolados recolhidos na vinha A, 93 correspondem a padrdes Unicos,
enquanto que na C e P um total de 450 e 690 estirpes foram isoladas, correspondendo a 62 e
135 padrdes Unicos respectivamente.

Para 11 padrdes comuns encontrados em mais de uma fermentacdo (Quadro 1, Fig 2) e
também para 6 leveduras de arranque comerciais (S1-S6), confirma-se uma distribuicéo
geogréfica e temporal mais ampla.

Fig. 2 Exemplos de padrdes comuns de DNA RFLP (hinfl) mitocondrial, como descrito no
Quadro 1 encontrado em estirpes de leveduras isoladas de fermentagdo espontanea de mostos
colhidos conforme descrito na seccéo 2.

Os padrdes S1-S6 correspondem a leveduras de arranque comerciais que tinham sido usadas
na adega nos ultimos anos. Estirpes perenes foram associadas a varios pontos de uma mesma
vinha (padrdes A06 e S6, P136, P50), mas também mostraram uma distribuicdo mais ampla em
2 ou 3 vinhas (padrbes S3, S4 e ACP10). Padrbes S1, S2, C63, All, Al13, P03 e P24 foram
encontrados apenas num ano, mas em varios pontos de amostra dentro da mesma vinha,
enquanto que a cepa S5 tinha uma distribuicdo mais ampla em varios pontos de amostra nas
vinhas C e P. O padrdo ACP10 corresponde a Unica estirpe’regional” isolada com maior
distribuicdo geografica, enquanto que A06, All, A13, C63, P03, P27, P50 e P136 podem ser
consideradas como “estirpes de vinha" devido a sua presenca em varios pontos e/ou anos. O
clima himido no Verdo de 2002, deu origem a varias contaminacfes de fungos e fortes
tratamentos quimicos. Possivelmente foi esta a razdo por apenas terem sido identificados 12
padrdes Unicos entre as 150 estirpes colhidas na ultima etapa de 2002 na vinha P. Em 2003 a
relacao foi novamente mais parecida com a encontrada em 2001 (47 e 62 padrdes Unicos entre
cada 180 isolamentos da ultima etapa de amostra na vinha P).



Como se mostra na Fig. 3, verificou-se uma fermentacdo espontanea em todas as amostras de
uvas colhidas na dltima recolha de amostras. Isto ocorreu raramente para a maioria das
amostras colhidas alguns dias antes da Vindima. O mosto preparado com uvas colhidas na
primeira etapa na vinha A, nunca comecou espontaneamente a fermentacdo. Em 2001 ocorreu
uma sobre dosagem agroquimica acidental, resultando num atraso da fermentacao espontanea
em trés ou quatro amostras pos-vindima (I1,111,IV). Nos dois anos seguintes, o perfil de
fermentacdo foi idéntico para as amostras C e P, dando a entender a recuperacéo da flora
interveniente.

A fermentacdo comecou apés seis a doze dias, geralmente por uma ou 20 estirpes.
Aparentemente ndo foi encontrada nenhuma correlacéo entre o n° de estirpes envolvidas na
fermentacdo e o local de amostra, ano ou vinha. A estirpe mais amplamente distribuida
(ACP10) foi dominante em seis fermentagcbes (All-2002, Al-2003, All-2003, CIII-2003, PIlI-
2002, PVI-2002) contribuindo para 77-100% (23-30) estirpes do total da flora de leveduras,
mas foi de menor importancia em cinco fermentagdes (Al-2002, PII-2001, PII-2002, P1-2003,
PVI-2003), contabilizando apenas 3-10% (uma ou trés estirpes) e foi acompanhada por uma a
dezasseis estirpes diferentes. A distribuicdo de estirpes ndo estd associada a capacidade para
dominar a fermentacdo mas a competicdo entre estirpes parece ter um papel preponderante.
Padrdes com caracteristicas para determinadas vinhas das amostras colhidas na primeira etapa
nao apareceram apos duas semanas no mesmo local (P, 2001 and 2003, C, 2001) com a
excepcao dos padrbes mais generalizados S1, S2, S3, S4, S5, ACP10 e P136, apoiando a
diversidade da flora cerevisiae.

3. Discusséo

Os panoramas biogeograficos em grande escala e os estudos sobre diversidade genética de
estirpes S. cerevisiae isoladas a partir de fermentacdo espontanea permitiram documentar a
dindmica natural destas popula¢cbes. Neste estudo foram encontrados 297 padrdes genéticos
entre 1620 isolamentos, obtidos de 54 mini-fermentacdes ocorridas com uvas de trés vinhas
localizadas na regido dos Vinhos Verdes, durante um periodo de 3 anos. A grande maioria de
padrbes foi Unica, demonstrando a enorme biodiversidade de estirpes S. cerevisiae na regido
dos vinhos verdes. Considerando a relagdo entre o n°® de casos isolados e o n°® de padrdes
como uma estimativa aproximada da biodiversidade, os nossos resultados mostram valores
similares a estudos publicados anteriormente sobre diversidade genética de estirpes enoldgicas
autoctones S. cerevisiae noutras regides com tradicdo viticola como Bordeaux [2], Charentes
[17,45], Campagne e Vale do Loire [21], em Franca; El Penedéz [46], Tarragona [7], Priorato
[20,22] e La Rioja [47] em Espanha; Alemanha e Suica [41]; Toscania, Secilia [48] e Collio [49]
em Italia; Amyndeon e Santorini [42] na Grécia, Western Cape [16,18,43] na Africa do Sul; e
Patagonia [19] na Argentina.

Este estudo ocorreu numa regido viticola que nunca tinha sido caracterizada antes e inclui
aspectos que nao foram considerados em trabalhos anteriores como o aparecimento de varias
estirpes de leveduras comerciais e a comparacao entre as populacdes de leveduras que podem
ser encontradas nas uvas antes e apoés vindima.

A grande maioria de estirpes ndo mostrou um comportamento perene, sendo a flora de cada
ano caracterizada pelo aparecimento de varios novos padrdes. Isto pode ser atribuido a
amostra de apenas 12.2 kg de uvas por vinha e por ano, ndo sendo suficiente para abranger
toda a grande biodiversidade de uma dada area. Outra razdo para o aparecimento de novos
padrdes podera ser atribuida a recombinacao e as forcas evolutivas mas parece ser inverosimil



gue estas mudancas ocorram de um ano para o outro para justificar a presenca de varios
padrbes distintos em anos consecutivos. Os padrdes de DNA RFLP mitocondrial sdo estaveis
guando as células de S. cerevisiae experimentam cerca de 5 a 7 divisbes durante a
fermentacao alcodlica (dados nossos nao publicados).

Entre todos os padrdes, apenas ACP10 mostrou uma ampla distribuicdo regional com um
comportamento continuo que proporciona provas preliminares da existéncia de uma estirpe que
representa um “terroir” como descrito (17,21). Contudo, a ampla distribuicdo de uma estirpe ndo
esta necessariamente relacionada com uma melhor atitude tecnolégica. Isto faz sentido do
ponto de vista ecologico, uma vez que as for¢as selectivas que actuam numa vinha séo
completamente diferentes das que a levedura pode encontrar no mosto de fermentacdo das
uvas. Para avaliar o potencial destas estirpes € necessario estudar melhor a caracterizacao
fisioldgica nas condi¢cdes de vinificagdo. O aparecimento desta estirpe ndo obedeceu a um
padréo generalizado, mas a aparecimentos, auséncias e reaparecimentos esporadicos devido
as flutuacdes naturais da populacao. O aparecimento perene do padrdo ACP10 é consequéncia
do seu predominio na microflora local. Em diversas fermentacfes, ACP10 foi dominante ou néo,
mostrando que o resultado final da fermentagdo dependia da composicdo especifica da
comunidade de leveduras no mosto, que é influenciada por varios factores como o efeito Killer
gue depende fortemente da relacao entre leveduras Killer e sensiveis no inicio da fermentacéo
[50].

A casta da vinha A era Loureiro, sendo Alvarinho e Avesso as da vinha P e C respectivamente,
o que indica que a variedade da casta pode contribuir para encontrar tantos padrdes distintivos.
As préticas de vinificacdo tradicionais sdo muito similares em A, C e P, e a influéncia das
diferencas climaticas parece ser insignificante uma vez que as trés vinhas sdo préximas.
Contudo, as influéncias microclimaticas, ndo apresentadas no presente estudo, ndo podem ser
esquecidas.,

Realizou-se uma primeira campanha de recolha de amostras alguns dias antes da vindima, e a
segunda uns dias apds o fim da vindima. Isto ocorreu com um intervalo de tempo de cerca de
duas semanas, de modo a obter um quadro mais detalhado da distribuicdo temporal das
populactes de leveduras de fermentacdo durante a vindima.

Quando as uvas atingiram a maturacdo completa, as leveduras tornaram-se mais abundantes.
O ultimo estagio de maturacao, pode favorecer a proliferacdo de leveduras de fermentacdo na
superficie da uva, devido a diminui¢cdo da integridade da pelicula da uva e a saida de mosto dos
bagos. Os insectos sao a fonte provavel de leveduras nas uvas danificadas.

A colonizac&o das leveduras nas uvas pode atingir valores na ordem de 10°-10° ufc/bago [51].
Antes da vindima, apenas 5% das uvas sdo portadoras de leveduras, enquanto que este
namero € muito maior (60%) durante a vindima [52]. Como esperado, apenas 11 das 42
amostras pré-vindima (26%) conseguiram comecar espontaneamente a fermentacgéo,
contrastando com 43 a 48 amostras pos-vindima (90%). As estirpes associadas eram também
muito mais diversificadas na Ultima campanha de amostra (267 padrdes em 1260 isolados),
comparando com a primeira campanha (30 padrdes em 360 isolados). Apenas uma excepgao
(padrdo P136), os padrdoes de estirpes autdctones da primeira campanha de amostra nao
apareceram na ultima, o que abona a favor da sucessdo de estirpes S. cerevisiae. Como
alternativa, as diferencas podem ser atribuidas ao facto de diferentes cachos de uvas
vindimados terem uma flora distinta apesar da proximidade uns dos outros. Parece pouco
provavel que o enorme aumento na variedade de estirpes durante a vindima seja devido a uma
propagacdo da flora presente na adega com o equipamento de vindima

As fermentacdes espontaneas foram realizadas por uma ou mais estirpes dominantes
acompanhadas por nenhuma, algumas ou muitas estirpes “secundarias”, ou por uma
comunidade heterogénea de leveduras sem estirpe(s) dominantes. Isto estd de acordo com
outros estudos que relatam a presenca de uma ou duas estirpes predominantes, constituindo



mais de 50% da biomassa total e um numero varidvel de estirpes “secundarias”
[7,17,19,29,40,41]) ou a presenca de muitas estirpes distintas sem serem predominantes
[22,42]. Também foi relatada a ocorréncia das duas situacdes. [16,18,43].

Considerando que a origem das leveduras do vinho é ainda controversa (3,5,8,44), 0S n0ssos
resultados evidenciam claramente que o numero de células S. cerevisiae presentes no
ecossistema vinico da Regido dos Vinhos Verdes é suficientemente alto para conduzir uma
fermentacdo espontanea em mostos preparados com aproximadamente dois kg de uvas.
Contudo, devem se fazer algumas consideracdes relativamente a nossa abordagem
experimental. No mosto criam-se condi¢des selectivas e muito stressantes para as leveduras,
totalmente distintas das influéncias ambientais da natureza. E pois claro que os nossos dados
apenas se referem a estirpes S. cerevisiae capazes de sobreviver as condi¢cdes impostas pela
fermentacdo realizada sob as nossas condicdes de experimentacdo, fornecendo um quadro
subestimado do tipo de estirpes que realmente se encontram na vinha.

Ao aproximarmo-nos do nosso limite de experimentacdo 3,3% (uma estirpe em 30 isoladas),
estirpes raras poderdo néo ter sido detectadas apesar de capazes de sobreviver a fermentacéo.
A procura de S. cerevisiae em 18 pontos, em duas campanhas e durante 3 anos usando um
método de plantacdo directa para cada bago de uva como descrito [3] teria sido muito
trabalhoso. Por isso, consideramos a nossa abordagem como um compromisso aceitavel,
possibilitando uma boa estimativa da composicdo da populagdo, mas evitando uma descricdo
precisa em termos de abundéancia relativa de estirpes na natureza.

O presente estudo é o primeiro a grande escala acerca da associacao de estirpes da Regido
dos Vinhos Verdes em Portugal, sendo uma abordagem (til para obter uma percepcédo mais
profunda da ecologia e biogeografia das estirpes S. cerevisiae, mesmo entre regides
geograficamente proximas.

Consideramos este estudo indispensavel para o desenvolvimento de estratégias cujo objectivo
€ a preservacdo da biodiversidade e de recursos genéticos como base para futuros
desenvolvimentos de estirpes.
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Kite MNumber of isolates Mumber of distinct patterns Mumber of unique patterns Common patterns

PI 150 5 12
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E — primeira etapa de amostragem; L — (ltima etapa de amostragem; NF — sem fermentagdo espontanea; NC —sem colheita.

Quadro 1 — Andlise de MtDNA RFLP de 1620 leveduras isoladas de mosto fermentado obtido de uvas colhidas nas vinhas A, C e P
na Regido Dos Vinhos Verdes, indicada na Fig. 1, durante as vindimas de 2001, 2001 e 2003.
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Fig. 3. Perfil de fermentacéo (linhas) e concentracdo em acucares (barras) no mosto resultante
das amostras colhidas na primeira (circulos abertos e barras) e Ultima (circulos fechados e
barras) etapas de amostragem das quais foram isoladas as estirpes de leveduras em analise
neste trabalho. Em cada gréfico, foram inseridas as designacgfes dos padrdes correspondentes
ao mtDNA RFLP das leveduras isoladas. As estirpes dominantes tém um sublinhado duplo
(P50%) ou Unico (20-50%). Designacdes padrdo do pds-vindima estdo a negrito. Padrdes
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